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 Con el presente número de 
Encuentros en la Biología se 
cierra el volumen 7 de la 
publicación. Y lo hacemos  en el  
momento en que se cumplen 
10 años del fallecimiento de 
uno de los cientí�cos españoles 
más in�uyentes y reconocidos 
internacionalmente, el ecólogo 
Ramón Margalef. En Encuentros 
en la Biología le rendimos un 
merecido homenaje de una de 
las mejores maneras posibles. 
con la semblanza personal 
t r a z a d a p o r u n o d e s u s 
discípulos, el Dr. Xavier Niell.  
Completan el homenaje un 
Editorial especial y una galería 
d e f o t o g r a f í a s y d a t o s 
biográ�cos y bibliográ�cos. Por 
otra parte, parece apropiado 
que en un número donde se 
rinde homenaje a Margalef 
p a r t e d e l o s a r t í c u l o s 

publicados tengan que ver con 
una de sus especialidades, la 
Limnología. En un Editorial 
invitado el Dr. Enrique Moreno 
Ostos comenta una iniciativa 
llevada a cabo con sus alumnos 
de la asignatura optativa 
Limnología y presenta tres 
trabajos seleccionados entre los 
realizados por dichos alumnos, 
estudios sobre el río Chíllar, las 
lagunas de Campillos y las 
lagunas costeras  del arco 
atlántico-mediterráneo español. 
Un cuarto trabajo completará 
este ciclo en un número futuro 
de Encuentros en la Biología. 
En este número inicial del 

volumen 7, el espacio dedicado 
al homenaje a Margalef  ha 
obligado a “sacri�car” la sección 
SEBBM Divulgación, aunque en 
futuros números continuará 
nuestra colaboración con el 

área de divulgación de la 
S o c i e d a d E s p a ñ o l a d e 
B i o q u í m i c a y B i o l o g í a 
Molecular, publicando nuevos 
artículos que originalmente 
vieron la luz en la URL SEBBM 
Divulgación. Entre las secciones 
habituales, en el presente 
número de Encuentros en la 
Biología no faltan los Foros de la 
ciencia, La imagen comentada y 
la sección Monitor y aparece 
una nueva contribución para la 
sección Vida y obra (en esta 
ocasión, centrada en la �gura 
no su�cientemente conocida de 
Émile Zuckerkandl).  
Un artículo sobre vida arti�cial 

completa los contenidos de 
este número. !
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Aprendiendo Biología en 
vídeos: 
 Los vídeos son una extraordinaria       
fuente de entretenimiento, pero también 
por supuesto, sirven para aprender. Esto 
no son dos alternativas excluyentes para 
los que han logrado entretenerse y 
aprender al mismo tiempo, lo que sin 
duda es la mejor opción. Pero es verdad 
que la oferta de vídeos para aprender y 
disfrutar es cada vez mayor. Aquí 
recogemos unos cuantos consejos 
aplicados al ámbito de la Biología.  
 Empezamos por el clásico Youtube, en       
el que encontramos canales de mucho 
interés. Great Paci�c Media es una 
empresa estadounidense especializada 
en la producción de documentales 
cientí�cos, y que mantiene un canal en 
Yo u t u b e ( B i o l o g y Vi d e o s , https : //
w w w . y o u t u b e . c o m / u s e r /
g r e a t p a c i � c m e d i a / f e a t u r e d ) c o n 
contenidos realmente atractivos.  
 Por otro lado, ¿os gustaría asistir a       
clase en el MIT, el Instituto de Tecnología 
de Massachussets? Ahora es posible a 
través de otro canal Youtube, el MIT OCW 
( O p e n C o u r s e W a r e ) ( h t t p s : / /
www.youtube.com/user/MIT). Este canal, 
que cuenta con más de medio millón de 
suscriptores, alberga miles de vídeos 
sobre todos los campos de la ciencia, 
muchos de ellos consistentes en clases 

impartidas en el MIT. A través del 
buscador del canal es posible localizar 
vídeos sobre temas especí�cos de 
biología. Es cierto que son vídeos en 
inglés, pero pueden proporcionar una 
ocasión excelente para practicar este 
idioma, cuyo manejo es imprescindible 
en la ciencia actual (y exigido para 
obtener el título de Graduado). El 
seguimiento de los vídeos se facilita aún 
más por tener disponible la transcripción, 
es decir, se pueden activar subtítulos en 
inglés, lo que permite leer y escuchar al 
mismo tiempo.  
 Otro portal interesante para el que se       
a�ciona a asistir virtualmente a clases de 
las universidades más prestigiosas del 
mundo (Yale, Berkeley, Harvard o 
Princeton entre muchas otras), es Free 
V i d e o L e c t u r e s ( h t t p : / /
freevideolectures.com/). Hay vídeos 
disponibles en todas las áreas de la 
Biología. Aunque aparentemente no hay 
subtítulos en inglés disponibles, 
pinchando el enlace a Youtube que 
aparece en los vídeos, sí se puede 
acceder a los subtítulos.  !
Portales de congresos y 
eventos científicos: 

Cada vez se hace más complicado 
plani�car con antelación la asistencia a 
congresos y reuniones cientí�cas. El gran 

número de eventos que se organizan a lo 
largo del año obliga a hacer una buena 
selección con su�ciente antelación. Una 
herramienta que puede ayudar a esto son 
los portales en los que se anuncian todo 
tipo de congresos y reuniones. Uno de los 
más completos es el mantenido por el 
g r u p o b r i t á n i c o N a t u r e ( h t t p : / /
www.nature.com/natureevents/), en el 
que los eventos se organizan por país, 
por área de conocimiento y por fecha. El 
grupo editor de la estadounidense 
Science también tiene su portal dedicado 
a e s t e t e m a ( h t t p : / /
s c i e n c e c a r e e r s . s c i e n c e m a g . o r g /
m e e t i n g s ) . E l p o r t a l g e n e r a l i s t a 
A l l c o n f e r e n c e s ( h t t p : / /
w w w.al lconferences.com/S cience ) 
mantiene información sobre cientos de 
congresos sólo en el campo de las 
ciencias sociales y experimentales. 
Constatamos que el área que en estos 
momentos convoca más reuniones 
cientí�cas es la de Ciencias Sociales 
(3456), seguida de Ingenierías (3286) y 
Biotecnología (2374). Más restringido al 
área de la Medicina y Biomedicina son los 
portales nacionales de congresos 
médicos (http://congresos-medicos.com/   
y http://congresos.net/).  

Ramón Muñoz-Chápuli chapuli@uma.es 
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Secuencia de la captura mediante microdisección láser del eje vascular de una sección histológica de un 
hipocótilo de Pinus pinaster L. Aiton. 
 La captura de tejidos por microdisección láser es una potente técnica que permite el análisis de tejidos o células       
individuales. De forma alternativa a la hibridación in situ de ARN o a las técnicas inmunohistoquímicas hace posible la 
detección y, sobre todo, la cuanti�cación de ARN, proteínas, actividades enzimáticas o metabolitos. Combinada con 
técnicas de nueva generación con un alto rendimiento, como por ejemplo la ultrasecuenciación, posibilita el análisis del 
transcriptoma, el proteoma o el metaboloma  hasta de una única célula o tipo celular. Uno de los usos más extendidos de 
esta técnica es la realización de atlas de la expresión génica en los tejidos de organismos pluricelulares.  

En la imagen se muestra la secuencia del proceso de microdisección laser mediante el equipo Leica LMD7000 de la 
Universidad de Málaga. En el panel A aparece una sección histológica de 10 µm de grosor obtenida a partir de un 
hipocótilo de una plántula de P. pinaster con dos semanas desde la germinación. En el panel B se ha realizado la selección 
del área que se desea capturar, en este caso el eje vascular. En el panel C se ha cortado y liberado el fragmento de tejido 
seleccionado gracias a un laser UV que evita el sobrecalentamiento de las muestras. Finalmente en el panel D se muestra 
el fragmento de tejido liberado y recogido en el tapón de un tubo de 0,5 mL que contiene un tampón de extracción para 
ARN. A partir de este paso, las secciones de tejido capturadas se procesan para la obtención de ARN total  que será usado 
para analizar la expresión de genes por RT-qPCR o la determinación del transcriptoma por ultrasecuenciación. !

LA IMAGEN COMENTADA

Rafael A. Cañas y Fernando de la Torre 
Investigadores contratados.  Departamento de Biología Molecular y Bioquímica. Facultad de 
Ciencias. Universidad de Málaga.  
rcanas@uma.es fdelatorre@uma.es   
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Biología sintética: 15 años: 
 Para muchos, el muy in�uyente       
artículo “From molecular to modular 
cell biology” �rmado por Leland 
Hartwell, John Hop�eld, Stanislas 
Leibler y Andrew Murray y publicado 
en un suplemento especial del 
número del 2 de diciembre de 1999 
de la revista Nature marca la fecha 
inaugural tanto de la biología de 
sistemas como de la biología 
sintética. Aceptada esta premisa, a 
�nales de este año 2014 se cumplen 
los 15 primeros años de la biología 
s i n t é t i c a . P a r a c e l e b r a r t a l 
efemérides, la revista Nature ha 
p u b l i c a d o re c i e nte m e nte ( e n 
concreto, el 7 de mayo de 2014) un 
especial titulado Beyond Divisions 
que recopila contenidos elaborados 
ex profeso para la ocasión así como 
otros previamente publicados en 
Nature y otras revistas del grupo 
editorial. Este número especial 
contiene: 

Tres editoriales. 
Dos News and News Features. 
Tres comentarios. 
Tres News & views. 
Dos artículos de perspectivas. 
Cinco artículos de revisión. 
Cinco artículos de investigación 
original. 
Un completo archivo para 
facilitar el acceso a todos los 
artículos sobre biología sintética 
p u b l i c a d o s p o r e l g r u p o 
editorial Nature hasta el 7 de 
mayor e 2014. 

 U n o d e l o s a r t í c u l o s d e       
perspectiva presenta una breve 
historia de la biología sintética.  
 Entre las revisiones, destaca una       
publicada el 29 de abril de 2014 en 
Nature Methods acerca de los 
principios de diseño de circuitos 
genéticos. 

 El artículo de investigación       
original más llamativo (y el que más 
notas ha generado en la prensa 
generalista) es la letter �rmada por 
Malyshev et al. que describe un 
organismo “semi-sintético” con un 
alfabeto genético “expandido” que 
incluye varios pares de bases no 
naturales. 
 E n l a c e : h t t p : / /       
www.nature.com/news/specials/
synbio-1.15137  !
Biología de sistemas de plantas: 

El pasado mes de abril de 2014 la 
revista Trends in Plant Science publicó 
un número especial dedicado a la 
biología de sistemas de plantas. Este 
número especial comienza con el 
editorial “Crossing boundaries” 
�rmado por Susanne Brink, editora 
de la revista, y se completa con seis 
interesantes revisiones cuyos títulos 
(traducidos) son: 
• H a c i a l a r e v e l a c i ó n d e l a s 
funciones de todos los genes en 
plantas. 
• Análisis sistémico de genotipos 
metabólicos: ¿qué hemos aprendido? 
• Giberelinas y DELLAs: nodos 
centrales en redes reguladoras del 
crecimiento. 
• Ruedas dentro de ruedas: el 
sistema circadiano vegetal. 
• La “orquestación” de los sistemas 
de defensa en plantas: de los genes a 
las poblaciones. 
• ¿Por qué medir ac t ividades 
enzimáticas en la era de la biología 
de sistemas? 
Enlace: 
http://www.sciencedirect.com/

science/journal/13601385/19/4  !
Science “cambia de cara”: 

En su editorial del número del 23 
de mayo de 2014 de la revista 
Science, su editora jefe Marcia 

McNutt anuncia “a new look” (un 
nuevo aspecto) para la centenaria 
revista cientí�ca. 

Por primera vez, la cubierta incluye 
tipografía más allá del nombre de la 
revista y su editor (la American 
Association for the Advancement of 
Science). La pagina de índex de 
contenidos es ahora más fácil de leer, 
con menor número de subvenciones.  
Además, el título de cada artículo de 
investigación va ahora acompañado 
de un sucinto resumen que describe 
el tema y el enfoque del artículo. 

La sección de I n v e s t i g a c i ó n  
empieza ahora con “In Science 
Journals” e “In Other Journals”, con 
breves descripciones de artículos 
publicados en revistas del grupo 
Science y de otros grupos editoriales, 
respectivamente.  

La nueva sección “Working Life” 
i n c l u i r á e n s a y o s p e r s o n a l e s , 
comentarios y escritos que ilustren 
f a ce t a s p rá c t i c a s d e l t ra b a j o 
cotidiano de un cientí�co. 

A lo largo de todos los nuevos 
ejemplares de Science se hace 
evidente que sustanciales mejoras de 
diseño han contribuido a genera un 
diseño global más consistente en el 
q u e s e a c o m o d a n m e j o r l a s 
imágenes y los grá�cos, completo 
visual que mejora notablemente las 
sensaciones a leer Science en 
cualquier formato impreso o digital) 
y en cualquier plataforma.  

La revista invita a sus lectores a 
conocer la “nueva cara” de Science 
mediante la descarga digital gratuita 
de una copia del número publicado 
el 23 de mayo de 2014. 
 Enlace para la descarga digital       
gratuita: 
 htttp://www.sciencemag.org/
site/inst_popup.html  !

   

Miguel Ángel Medina medina@uma.es
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“Aquí se presenta un intento de proporcionar algunos principios unificadores en ecología. La estructura de los 
ecosistemas se considera en relación a varios componentes, con especial énfasis en las características de madurez 
medidas por datos de diversidad y otras propiedades medibles, incluyendo la producción primaria (P) y la biomasa 
(B). Los ecosistemas con estructura compleja y alto contenido de información se pueden mantener con un gasto de 
energía relativamente menor. Las oscilaciones, introducidas por ejemplo por cambios ambientales, tienden a man-
tener un ecosistema en un estado de menor madurez. Cuando se da la sucesión, implicando intercambio de un 
exceso de energía disponible para un futuro aumento de biomasa, las relaciones encontradas pueden aplicarse no 
sólo a sucesivos estados en el mismo sistema sino también a subsistemas acoplados. Se demuestra que la pendiente 
del gradiente entre subssistema depende de varios factores sujetos a determinación cuantitativa y la relación entre 
estos subsistemas se puede imitar con experimentos sencillos. Cuando los ecosistemas se contraen o expanden, se 
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Los movimientos de las especies son factures de especial interés que afectan la madurez de los ecosistemas. Estos 
sugieren una correspondencia espacial entre la porción juvenil o inmadura de una población inespecífica y las partes 
menos maduras de los ecosistemas disponibles para se habitadas. 

La madurez se relaciona con la evolución de una forma que permite la generalización en relación al tipo de orga-
nismos que han de encontrarse en ecosistemas de mayor o menor madurez y estabilidad. Conforme progresa la evolu-
ción hay una tendencia hacia un ajuste en la madurez. 

Los conceptos que emergen se pueden aplicar a los sistemas sociales humanos. Dos principios se hacen evidentes. 
Primero, la energía requerida para mantener un ecosistema está inversamente relacionada con la complejidad, con la 
tendencia natural hacia flujos de energía decrecientes por unidad de biomasa, esto es, un aumento de madurez. En 
segundo lugar, en sistemas adyacentes hay un flujo de energía hacia el sisea más maduro y un movimiento opuesto en 
la frontera o superficie de igual madurez.” !
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Este libro y las inolvidables clases del Profesor X. Niell 
fueron fundamentales en mi aprendizaje de la 
ecología durante mis estudios en la Licenciatura en 
Ciencias Biológicas (1980-85) 
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La implementación de la Directiva Europea 

Marco del Agua (Directiva 2000/60/CE) ha su-
puesto que el agua deje de considerarse un re-
curso y se contemple como un elemento fun-
damental de todos los ecosistemas acuáticos. 
Esta normativa establece como objetivo para el 
año 2015 alcanzar un “buen estado ecológico” 
en todas las masas de agua europeas. La Direc-
tiva proporciona además instrucciones para 
diagnosticar el estado ecológico de las masas de 
agua y recomienda para el caso de las aguas 
epicontientales  el empleo combinado de indi-
cadores biológicos, físico-químicos e hidromor-
fológicos. !

En este contexto normativo, abordamos un 
estudio en el río Chíllar (Nerja, Málaga) con el 
objetivo de evaluar el estado ecológico de sus 
aguas mediante el análisis de la comunidad de 
macroinvertebrados bentónicos acuáticos. Estos 
organismos constituyen uno de los grupos bio-
lógicos más ampliamente utilizados como bio-
indicadores de la calidad del agua debido, entre 
otros factores, a su elevada diversidad, con pre-
sencia de  muy diversos taxones de  requeri-
mientos ecológicos diferentes relacionados con 
las características hidromorfológicas, físico-
químicas y biológicas del medio acuático. Ade-
más, su muestreo es relativamente sencillo, al 
igual que su identi�cación taxonómica a nivel 
de  familia. Por ende, los ciclos de vida de estos 
organismos acuáticos (comprendidos entre un 
mes y más de un año) permiten que su presen-
cia o ausencia en la masas de agua pueda con-
siderarse indicadora de alteraciones a medio y 
largo plazo, que se complementan con otros 
elementos bioindicadores de respuesta más 
corta como el �tobentos, o más larga como los 
peces. !

En este estudio se ha seguido el protocolo de 
muestreo de invertebrados bentónicos y de 
diagnóstico de la calidad ecológica de los cau-
ces ibéricos basado en el índice IBMWP (Iberian 
Biomonitoring Working Party) establecido por 
Alba-Tercedor  y Sánchez- Ortega (1988) [1]. Este  
método se emplea con frecuencia y ha sido ob-

jeto de varias  revisiones y readaptaciones (Mu-
ñoz & Prat, 1992 [2]; Alba-Tercedor, 1996 [3]; Prat 
et al., 2000 [4]; Alba-Tercedor et al., 2002 [5]. Es 
un método robusto y validado que posee carác-
ter conclusivo respecto a su aplicación y rangos 
de tolerancia entre los cuales han sido clasi�ca-
das las diversas familias de macroinvertebrados 
bentónicos. Además, al ser un índice cualitativo 
tiene un fuerte respaldo en términos de expe-
riencia, calibración y validación (Figueroa, 2004) 
[6]. !

 Tras un exhaustivo muestreo cualitativo en 
el que se  deben capturar individuos todas las 
familias de macroinvertebrados bentónicos 
existentes en los distintos tramos �uviales a ana-
lizar, el índice IBMWP ofrece un valor de calidad 
ecológica que se obtiene sumando las puntua-
ciones asignadas a cada familia identi�cada en 
las diferentes muestras (Tabla 1).  Las puntua-
ciones del IBMWP pueden oscilar desde 0 pun-
tos a más de 100 puntos, agrupándose en cinco 
clases de calidad inicialmente asimiladas a los 
niveles del estado ecológico (Jáimez-Cuéllar et 
al., 2002) [7]. !

En el presente estudio los muestreos han 
sido realizados durante los meses de Abril, Mayo 
y Junio de 2013, y se han seleccionado 3 esta-
ciones de muestreo, cada una en un tramo dife-
rente del río Chíllar (curso alto, medio y bajo. Fig. 
1). En cada estación de muestreo se han selec-
cionado 3 hábitats distintos para la recogida de 
muestras: rápidos de sustrato duro, pozas de 
sustrato arenoso y zonas de macró�tos. !

Una vez analizadas las muestras biológicas 
recogidas y calculadas las puntuaciones de cada 
tramo de río a lo largo de los tres muestreos 
(Tabla 1), los resultados obtenidos fueron com-
parados con las tablas de referencia del índice 
IBMWP (Alba-Tercedor et al., 2002, Jáimez-Cué-
llar et al., 2002) [8] (Tabla 2)  para evaluar su ca-
lidad ecológica.  !

Los resultados obtenidos ponen de mani�es-
to que las estaciones 2 y 3 presentan una cali-
dad de agua “aceptable” con un “buen estado 
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ecológico”, aunque no se descartan algunos 
efectos de contaminación. Sin embargo, en la 
estación 1, a excepción del último mes de mues-
treo, el estado ecológico es “aceptable”, pero con 
una “calidad de agua dudosa”, existiendo pre-
sencia evidente de contaminación. Aunque no 
podemos ser concluyentes en cuanto al origen 
de las causas de perturbación en la estación 1, 

es posible que la cercanía de los núcleos urba-
nos de Nerja y Frigiliana, la constante actividad 
humana en la zona (ganadería, tránsito de 
vehículos, turismo y residuos de origen antrópi-
co), la existencia de una central eléctrica aguas 
arriba de la primera estación de muestreo y de 
una cantera inactiva hayan contribuido a la de-
gradación del tramo �uvial que incluye a la es-
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tación 1, rebajando por consiguiente su valor de  
calidad del agua.  

En todo caso, a pesar de que las estaciones 2 
y 3 presentan una mayor calidad de agua es re-
comendable ser prudente ya que la intensa pre-
sencia humana en la época estival podría alterar 
intensamente el estado ecológico en esta zona. !

A pesar de que este estudio se basa en evi-
dencias cualitativas y no cuantitativas, es impor-
tante destacar que durante los muestreos se ha 
observado una mayor abundancia de individuos 

correspondientes a 
familias de plecópte-
ros en la estación 
número 3, mientras 
que en la estación 
número 2 se encon-
tró una clara domi-
nancia de tricópte-
ros y odonatos. Sin 
embargo, en la esta-
ción 1 se detectó 
muy poca o ninguna 
presencia de estos 
grupos.  
Otro dato resaltable 
era la diferencia en 
l a b i o d i v e r s i d a d 
(tomada como nú-
mero de especies 
encontradas) exis-
tente entre los dis-
t i n t o s h á b i t a t s 
muestreados: las 

zonas de macró�tos siempre albergaban una 
mayor biodiversidad y abundancia de organis-
mos que las zonas de pozas y rápidos, posible-
mente debido a que ofrecen refugio y alimento 
a muchas de las familias encontradas. !
NOTA DE AGRADECIMIENTO: Queremos 

agradecer al profesor Enrique Moreno Ostos 
sus aportaciones en la revisión y discusión 
del texto y apoyar nuestro trabajo en todo 
momento. !!
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Los humedales constituyen complejos eco-
sistemas que ofrecen a las aves acuáticas am-
bientes adecuados y necesarios para descansar, 
alimentarse y nidi�car. A su vez, las aves acuáti-
cas desempeñan importantes funciones en es-
tos ecosistemas, tales como consumo (herbívo-
ro y carnívoro), aporte de materia orgánica y 
nutrientes, modi�cación física del hábitat o 
transporte activo de organismos entre lagunas. 

La Reserva Natural de las Lagunas de Campi-
llos (Málaga) comprende las lagunas Dulce, Ce-
rero, Salada, Redonda, Camuñas y Capacete (Ley 
2/1989 sobre Espacios Naturales Protegidos de 
Andalucía). Aunque la Laguna Redonda no se 
incluye dentro del área de la Reserva, se sitúa 
dentro de la zona periférica de protección. Toda 
la Reserva Natural ha sido clasi�cada como Lu-
gar de Interés Comunitario (LIC) así como Zona de 
Especial Protección para Aves (ZEPA).  

Todas estas lagunas tienen origen endorreico 
y son temporales, de manera que dependiendo 
del nivel de precipitaciones podrán inundarse o 
no. En consecuencia, también presentan impor-
tantes variaciones en cuanto a la salinidad del 
agua, que varía entre los 6 g/l en la laguna de 
Capacete a los 100 g/l de la laguna Salada. 

A lo largo de su historia, las lagunas de Cam-
pillos han sufrido intensos proce-
sos de degradación ambiental con 
origen antrópico, entre ellos eu-
tro�zación, vertidos de purines, 
caza ilegal y reducción del hábitat, 
lo que ha afectado a especies sen-
sibles de avifauna como la malva-
sía cabeciblanca (Oxyura leuco-
cephala), actualmente en peligro 
(Lista Roja de la UICN), el pato cu-
chara (Anas clypeata) o el zampu-
llín cuellinegro (Podiceps nigrico-
llis) (Fig. 1) (Madroño et al., 2004) 
entre otros. En la actualidad, estas 
lagunas se encuentran en proceso 
de recuperación ambiental.  !

El presente estudio se ha lleva-
do a cabo en el contexto de la 
asignatura de Limnología durante 
el curso académico 2011-2012  y 
de la asignatura Demografía y Di-
námica de Poblaciones durante el 

curso 2012-2013 (ambas asignaturas de la Li-
cenciatura de Biología, Universidad de Málaga). 
El principal objetivo de este trabajo es describir 
la dinámica temporal y espacial de los diferentes 
grupos de aves acuáticas en las Lagunas de 
Campillos. Para ello, se realizaron 6 censos, tres 
durante la primavera de 2012 y otros tres duran-
te el invierno de 2012-2013. En cada muestreo 
se visitaron todas las lagunas accesibles y se de-
terminó la composición de la comunidad de 
aves acuáticas y la abundancia de cada una de 
las poblaciones identi�cadas. La identi�cación 
de especies se llevó a cabo mediante observa-
ción directa con prismáticos y reconocimiento 
en guías especializadas (Svensson et al., 2010) 
mientras que la abundancia se estimó mediante 
censo directo. Las especies identi�cadas se clasi-
�caron en grupos funcionales. Además, se estu-
dió el patrón de distribución espacial dentro de 
cada laguna. 

Finalmente, con los datos de abundancia es-
timados se llevaron a cabo cálculos de diversi-
dad (índice de Shannon) y dominancia (índice 
de Simpson) para la comunidad de aves en el 
conjunto lagunar y para cada muestreo. 

A lo largo del periodo de estudio pudimos 
identi�car hasta 30 especies de aves acuáticas 
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Figura 1: Zampullín cuellinegro (Podiceps nigricollis)
(Fotografía de Leticia Lopera) 



                                                                                          

diferentes, sin contar aquellas especies que no 
son aves acuáticas pero viven o frecuentan el 
entorno del humedal, como el cernícalo primilla 
(Falco naumanni), elanio azul (Elanus caeruleus) y 
aguilucho lagunero (Circus aeruginosus), además 
de diferentes tipos de fringílidos como jilguero 
europeo (Carduelis carduelis), carbonero común 
(Parus major), golondrinas y aviones, currucas, 
etc. !
Distribución espacial 
Nuestro estudio puso de mani�esto que de-

terminados grupos funcionales  como los patos 
buceadores, las zancudas, los rálidos y las limí-
colas presentaron una distribución espacial he-
terogénea de tipo contagioso, mientras que la 
distribución espacial de otros grupos más inde-
pendientes del medio como  las familias Laridae 
y Sternidal (Sterno-Laridae), los patos nadado-
res y los somormujos-zampullines se caracteri-
zaron por un patrón espacial de tipo azaroso. 

Las características físicas y el hábito alimen-
tario de cada grupo funcional determinaron su 
posición en el plano horizontal de la laguna. 
Así, los patos buceadores como la malvasía ca-
beciblanca o el pato colorado (Netta ru�na) se 
situaron  en la zona más profunda de la laguna. 
Las aves zancudas como el �amenco común 
(Phoenicopterus ruber) frecuentaron la zona lito-
ral, pero también se observaron en el interior 
de estas lagunas someras. Los rálidos como la 
focha común (Fulica atra), la polla de agua (Ga-
llinula chloropus) y el calamón (Porphyrio porphy-
rio) (Fig. 2) sólo se localizaron en la orilla, bien 
nadando (sobre todo las fochas) o posadas fuera 
del agua (polla de agua y calamón). Las limícolas 
como el chorlitejo chico (Charadrius dubius) fue-

ron observadas en las zonas más elevadas del 
litoral mientras que la cigüeñuela común (Hi-
mantopus himantopus) (Fig. 3), ave dotada de un 
pico y patas más largos que los del resto de limí-
colas presentes en las lagunas, apareció gene-
ralmente en áreas más profundas de la zona lito-
ral. 

Las Sterno-Laridae (gaviotas y charranes) se 
encontraron tanto dentro como fuera de la la-
guna, sobrevolándola o posadas en ellas. El gru-
po de los ubicuos y generalistas patos nadado-
res (como Anas platyrhynchos) se distribuía típi-
camente por toda la lámina de agua. Un patrón 

similar fue registrado en el caso 
de los somormujos lavancos (Po-
diceps cristatus) (Fig. 4) y de los 
zampullines. 
La �gura 5 muestra un diagrama 
conceptual que representa la 
distribución general de los dife-
rentes grupos funcionales de 
aves acuáticas censadas en las 
Lagunas de Campillos. !
Abundancia de individuos 
En cuanto a la abundancia de los 
diferentes grupos de aves en las 
lagunas estudiadas, el grupo más 
numeroso fue el de las rálidas en 
ambos periodos. Durante el in-
vierno se produce la llegada de 
un gran número de individuos 
debido a la migración como es el 
caso de las gaviotas, patos nada-
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Figura 2: Calamón (Porphyrio porphyrio) 
(Fotografía de Leticia Lopera) 

 

Figura 3: Cigüeñuela común (Himantopus himantopus)  
(Fotografía de Pilar Yu) 
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dores y buceadores entre otros (Fig. 6).  !
Diversidad y dominancia  
En base a los datos de abundancia obtenidos 

en los 6 censos realizados, se pudo calcular el 
índice de diversidad de Shannon (Fig. 7) y de 
dominancia de Simpson (Fig. 8) correspondien-
tes a la comunidad de aves acuáticas. 

La máxima diversidad estimada que podría 
alcanzar la comunidad es de 4.91 bits/individuo, 
mientras que los valores registrados en este es-

tudio se si-
t ú a n e n 
t o r n o a 3 
bits/ indivi-
duo. Aunque 
es una diver-
sidad típica 
en este tipo 
de comuni-
dades, hay 
que conside-
rar que el 
valor del ín-
d i c e d e 

Shannon varió entre las diferentes 
lagunas. Este hecho es coherente con 
la a�rmación de Craig y Beal (1992) 
de que las lagunas de mayor tamaño 
suelen presentar una mayor diversi-
dad, mientras que lagunas más pe-
queñas son menos diversas, alber-
gando solo las especies más abun-
dantes y ubicuas. Además, se puso 
de mani�esto una relación positiva y 
estadíst icamente s igni� cat iva 
(R2=0.77; n=6; p<0.02) entre la su-
per�cie de las lagunas y el número 
de especies que albergaron a lo largo 

del periodo estudiado, ob-
servación coherente con la 
teoría de Biogeografía Insular 
de MacAr thur y Wilson 
(1967).  
Tal y como se muestra en la 
�gura 6, el índice de Shan-
non aumenta en el invierno y 
disminuyó en el transcurso 
de la primavera. Esto es de-
bido a la estacionalidad de 
una gran parte de las aves 
acuáticas que utilizan estas 
lagunas en invierno. 
  En cuanto a los valores 
del índice de dominancia, se 
registró un continuo incre-
mento en el valor del índice 
de Simpson con el paso de la 

primavera, ya que especies 
como la focha común y los �amencos aumenta-
ron su abundancia signi�cativamente, mientras 
que la de otras especies como las gaviotas y pa-
tos buceadores disminuyó progresivamente en 
las lagunas. Como cabría esperar, durante el in-
vierno disminuye este índice debido a la llegada 
de nuevas especies y disminución del número 
de las más abundantes.  !!
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Figura 4: Pareja de somormujos (Podiceps cristatus) 
(Fotografía de Leticia Lopera) 

 

Figura 5: Patrón de distribución general de los diferentes 
grupos funcionales de aves registrados en las lagunas de 

Campillos durante este estudio 

Figura 6: Abundancia relativa en % de los diferentes  grupos 
funcionales de aves acuáticas registrados en la Reserva 

Natural de las Lagunas de Campillos durante este estudio. En 
negro se representa la  primavera y en gris el invierno 
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Conclusiones 
En conclusión, los factores ambientales 
que determinan la distribución espacial y 
la abundancia de los diferentes grupos 
funcionales de aves en las lagunas de 
Campillos están relacionados directamen-
te con la profundidad y la super�cie del 
humedal inundada. 
Los hábitos alimenticios de cada grupo 
funcional de aves acuáticas condicionan 
en buena medida su abundancia, su dis-
tribución espacial dentro de las lagunas y 
su período de permanencia en las mismas 
una vez se inicia la época estival y la con-
secuente disminución del nivel de agua 
en las lagunas. De esta forma, los grupos 
de aves con una alimentación más gene-
ralista y menos especializada como la fo-
cha común (Fulica atra) y ánade real (Anas 
platyrhynchos) estarían siempre presentes 
tanto en las lagunas más grandes (laguna 
Dulce) como en las más pequeñas (laguna 
de Cerero), mientras que aquellas aves 
especialistas, como los patos buceadores 
(malvasía cabeciblanca, zampullín cuelli-
negro o pato colorado, entre otros), que-
darían restringidos a pequeñas zonas de 
la laguna, e incluso las abandonarían si el 
nivel de la lámina de agua descendiera 
demasiado (Paracuellos, 2006). También se 
ha comprobado que las lagunas con un 
área mayor contienen más especies que 
lagunas de menor área. 
 Son múltiples los condicionantes 
ambientales que tienen que concurrir 
para que las lagunas puedan albergar a las 
diferentes especies de aves que hemos 
identi�cado durante nuestro estudio. La 
adecuada gestión y conservación de esta 
Reserva Natural está contribuyendo deci-
sivamente a que estas lagunas constitu-
yan un hábitat adecuado para las especies 
de aves estudiadas. !!
"
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Figura 7: Índice de Shannon para la comunidad 
de aves acuáticas en las Lagunas de Campillos 
durante el periodo de estudio. La línea continua  

representa la diversidad máxima total que la 
comunidad puede albergar, la línea discontinua 
representa la diversidad máxima para los censos 

de invierno y la línea de puntos representa la 
diversidad máxima para los censos de primavera, 

estimadas como, Hmáx= log2S.  
 

Figura 8: Índice de Simpson para la comunidad de 
aves acuáticas en las Lagunas de Campillo 

durante el periodo de estudio 
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Las lagunas costeras mediterráneas constitu-
yen masas de agua someras, de salinidad y vo-
lumen variable, que pueden estar total o par-
cialmente separadas del mar por bancos de are-
na, grava o incluso rocas. Respecto a la salini-
dad, sus aguas oscilan entre la categoría de “sa-
lobres” y la de “hipersalinas” como resultado de 
un régimen hidrológico y balance de aguas ca-
racterístico. Dentro de la categoría general “la-
guna costera” se engloban tres tipos diferencia-
dos de ecosistemas: 

• Lagunas costeras y albuferas. 
• Humedales asociados a deltas, estuarios 

y llanuras de inundación. 
• Salinas. !
Estos ecosistemas presentan un gran interés 

debido a su elevada diversidad y riqueza de es-
pecies de �ora y fauna. A pesar de ello, su ubica-
ción hace de estas lagunas ecosistemas muy 
susceptibles de sufrir fuerte impactos ambienta-
les de origen antropogénico (Cruz-Pizarro et al. 
2003). 

El término eutro�zación ha sido utilizado 
para designar el aporte arti�cial e indeseable de 
nutrientes minerales (sobre todo fósforo y ni-
trógeno) a las masas de agua. Aunque el origen 
de este proceso está generalmente asociado a la 
presión antrópica, puede suceder también en 
condiciones naturales. Además, el aporte de 
nutrientes que puede resultar indeseable para 
una masa de agua puede resultar inocuo e in-
cluso bene�cioso para otras (Ryding et al, 1989). 
Actualmente una de las de�niciones de eutro�-
zación más difundida es el de la Organización 
para la Cooperación Económica y Desarrollo 
(OCDE, 1982): la eutro�zación es el enriqueci-
miento en nutrientes de las masas de agua, que 
provoca una serie de cambios sintomáticos que 
resultan indeseables e inter�eren con la utilización 
de las aguas como recurso. Entre estos cambios se 
encuentran el incremento en la producción de al-
gas y macró�tas y el deterioro de la calidad físico-
química del agua  (Ryding & Rast, 1989). 

La eutro�zación es uno de los mayores pro-
blemas que sufren nuestras masas de agua, no 
sólo por el deterioro ambiental que signi�ca, 
sino por la rapidez con la que tiene lugar y la 
dinámica no-lineal y catastró�ca con que acon-
tece. El nitrógeno y fósforo se consideran nu-

trientes limitantes en ecosistemas acuáticos, y 
por tanto, los principales agentes causantes de 
la eutro�zación. Este estudio centra su atención 
en el fósforo, ya que de los dos nutrientes con-
siderados es el más frecuentemente limitante en 
ecosistemas acuáticos epicontinentales. 

El presente trabajo pretende diagnosticar el 
estado tró�co de las 26 lagunas costeras espa-
ñolas incluidas la Red Española de Humedales y 
Lagunas Costeras (Red Marismas). Toda la  infor-
mación limnológica  referente a estos ecosiste-
mas y requerida en este estudio ha sido obteni-
da de la amplia base de datos publicada  por los 
investigadores de dicha red (Red Marismas, 
2008). 

En la Figura 1 se muestra la localización geo-
grá�ca a lo largo de las costas españolas de las 
lagunas estudiadas  !

Para llevar a cabo este diagnóstico se ha cal-
culado el valor Índice de Estado Tró�co (TSI, Trop-
hic State Index) a partir de las expresiones pro-
puestas por Carlson (1977). En concreto, se apli-
caron aquellas fórmulas que utilizan como va-
riables de diagnóstico el fósforo total (TP) y la 
concentración de cloro�la a (Chl): 

 !!!!
 !!!!!!!

donde, 
TSI (TP) es el TSI en función del TP 
TP es la concentración de fósforo total (μg/l) 
TSI (Chl) es el TSI en función de la cloro�la a 
Chl es la concentración de cloro�la a (μg/l) 
Una vez obtenido el valor de TSI es posible 

encuadrarlo dentro de una de las cuatro catego-
rías tró�cas siguientes: Oligotró�co (TSI<30), Me-
sotró�co (30<TSI<60), Eutró�co (60<TSI<90) e 
Hipereutró�co (90<TSI<100). 
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En función de la variable de diagnóstico con-
siderada, entre el 68% y el 86% de las lagunas 
costeras estudiadas presentaron valores de TSI 
correspondientes a la categoría Hipereutró�co, 
salvando unas pocas excepciones como Cabane 
(Castellón) o el Mar Menor (Murcia),  que corres-
ponden al 7-8% de lagunas estudiadas en las 
que el TSI sugiere un estado tró�co correspon-
diente a la categoría de Oligotró�co (ver tabla 
1). No obstante, es importante resaltar que el 
cálculo de TSI para el Mar Menor se realizó úni-
camente en base a la concentración de Chl en el 
agua. Recientes estudios en este mismo ecosis-
tema (Salas et al. 2008) han puesto de mani�es-
to que el uso de esta variable de diagnóstico no 
es apropiado para la estimación del estado tró�-
co en el Mar Menor, ya que los valores de con-
centración de Chl registrados son bajos debido 
al control ejercido por las larvas de peces y el 
zooplacton gelatinoso sobre el �toplancton, y 
no debido a una baja concentración de nutrien-
tes en sus aguas. Por tanto, es esperable que el 
TSI de este ecosistema sea mucho más elevado 
si se calcula en base a su TP.  

En términos generales, existe gran coheren-
cia entre los resultados de TSI obtenidos cuando  

se usan como variables de diagnóstico Chl y TP,  
con alguna excepción como el caso del Ullal de 
Baltasar (Tarragona), clasi�cable como Mesotró-
�co cuando se utiliza Chl como variable diag-
nóstico y como Hipereutró�co si se usa TP (Tabla 
1). 

En la Figura 2 se muestra el porcentaje de las 
lagunas estudiadas que se encuentra en los di-
ferentes estados tró�cos considerados, depen-
diendo de si se usan los valores de Chl o de TP 
en el cálculo de TSI. Cuando se utiliza el TP como 
variable de diagnóstico aumenta el porcentaje 
de lagunas diagnosticadas como Hipereutró�-
cas. En todo caso, es necesario indicar que en 
muchas de las lagunas estudiadas no se poseen 
datos de fósforo total, lo que podría suponer 
variaciones en los porcentajes expresados en la 
Figura. 

Las lagunas costeras españolas, con pocas 
excepciones, se caracterizan por estados tró�cos 
que oscilan entre Eutró�co e Hipereutró�co. 
Esto se debe, en parte, a su ubicación en la zona 
litoral, que hace que sean muy susceptibles a los 
impactos ambientales de origen antrópico, de-
rivados especialmente de la explotación agríco-
la y turística de las costas. Por este motivo, es 
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Figura 1: Localización geográfica de las 26 lagunas costeras 
consideradas en este trabajo.   
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necesaria la evaluación de las 
cargas de nutrientes en las 
aportaciones a las lagunas, 
así como realizar planes de 
actuación acorde a las nece-
sidades de cada ecosistema. 
La mayor parte de los siste-
mas estudiados en este traba-
jo son lagunas con extensas 
super�cies y poca profundi-
dad, lo que implica un mayor 
riesgo de sufrir procesos de 
eutro�zación. Esta susceptibi-
lidad es aún mayor en la zona 
litoral (Jordan et al, 1987). El 
continuo aporte de nutrien-
tes como nitrógeno y el fósfo-
ro, principales causantes de la 
eutro�zación, por parte de las 
crecientes actividades antró-
picas en el litoral no hace sino 
agravar su estado (Álvarez-
Cobelas et al, 1991).  
A pesar de sus limitaciones, el 
cálculo del TSI sigue siendo 
una herramienta muy útil en 
el diagnóstico de la calidad 
del agua, tanto por su senci-
llez como por su capacidad 
descriptiva y diagnóstica. Es-
tas características lo hacen 
especialmente adecuado 
como indicador de calidad 
ecológica en el contexto de la 
Directiva Europea Marco del 
Agua. No obstante, es muy 
recomendable usar distintas 
variables a la hora de estudiar 
el TSI de las lagunas para po-
der evitar que los procesos 
subyacentes que acontecen 
en su seno resulten en unos 
valores que no se correspon-
dan con la realidad, como 
quedó puesto de mani�esto 
en el caso del Mar Menor. En 
todo caso, la variable más 
directa y �able será la con-
centración de fósforo total. !!!!!!!
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Figura 2: Porcentaje de lagunas estudiadas correspondientes a las distintas categorías 
tróficas consideradas. Panel izquierdo: variable de diagnóstico Chl. Panel derecho: 
Variable de diagnóstico TP.   
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!
No hace mucho, el pasado 9 

de Noviembre, fallecía Émile 
Zuckerkandl a la edad de 91 
años. Una vida larga, una vida 
que deja tras de sí el impulso 
que permitió el alumbramiento 
de una nueva disciplina bioló-
gica, pero como no quiero na-
rrar los acontecimientos de 
forma atropellada, comenzaré 
por el principio.  

Émile nació el 4 de Julio de 
1922 en la bella ciudad austria-
ca de Viena, donde pasaría sus 
primeros años de vida en el 
seno de una familia judía muy 
activa en el ámbito intelectual 
de la época. Su padre, Frede-
rick, era bioquímico reconver-
tido a �lósofo, mientras que su 
madre, Gertrude, era artista. 
Sus dos abuelos, anatomistas. 
De hecho, el abuelo paterno 
describiría en 1901 un cúmulo 
de tejido neuroendocrino, loca-
lizado en el área toracoabdo-
minal, que conocemos actual-
mente como órgano de Zuc-
kerkandl, en honor al abuelo de 
nuestro hombre. La abuela pa-
terna, Berta, de profesión pe-
riodista, también era una des-
tacada intelectual de la época. 

En 1938 la Alemania nazi de 
Hitler se anexiona Austria, for-
zando el traslado de la familia 
Zuckerkandl a Francia. Es en 
París donde Émile termina sus 
estudios preuniversitarios. Sin 
embargo, en 1940 tras la capi-
tulación del gobierno francés, 
la familia Zuckerkandl se ve 
forzada nuevamente a hacer las 
maletas para trasladarse a Ar-
gelia. Es en este periodo cuan-
do el joven Émile se plantea su 
futuro profesional, barajando, 
con distinto grado de entu-
siasmo, las posibilidades de 

hacerse pianista o médico. Fi-
nalmente ni una cosa ni la otra, 
ya que pronto descubriría que 
su verdadera vocación pasaba 
por la Biología. Haciendo uso 
de las in�uencias familiares, 
más concretamente, tirando de 
la amistad con un estrecho co-
laborador del ya entonces afa-
mado Albert Einstein, y por in-
termediación de este último, 
Zuckerkandl obtiene una beca 
para estudiar en Estados Uni-
dos. Sin embargo, eran tiempos 
de guerra, tiempos difíciles e 
inciertos y Émile no abandona-
ría Argelia hasta 1945, �naliza-
da ya la Segunda Guerra Mun-
dial,  y lo hará para pasar un 
año en la Sorbona (París).  En 
París descubre que a pesar del 
tiempo transcurrido, la beca 
que le consiguiera Einstein se-
guía vigente y decide aprove-
charla.  

Tras un breve periodo de 
formación por tierras america-
nas, vuelve a la Sorbona con un 
máster en Fisiología. En la Sor-
bona obtiene el doctorado en 
Biología, tras lo cual pasará 10 
años en el mayor laboratorio 
de biología marina de Francia 
(La Estación Biológica de Ros-
co�). Allí parece llevar una vida 
tranquila entre cangrejos. Más 
concretamente, Émile tenía 
puesto su interés en las proteí-
nas con cobre de estos crustá-
ceos.   

Aunque las contribuciones 
relevantes aún tardarían en 
llegar, 1958 fue un año decisivo 
en la vida de nuestro protago-
nista.  Empujado por el buen 
consejo de amigos y aprove-
chando un viaje de Linus Pau-
ling a Francia, Émile se entrevis-
tan en Paris con este último y le 
propone un proyecto para es-

tudiar la hemocianina y otras 
metaloenzimas.  Un año más 
tarde, Pauling recomendaría a 
Zuckerkandl para una posición 
postdoctoral en Caltech. Es en 
este punto donde la buena es-
trella de nuestro hombre em-
pieza a brillar, aunque al prin-
cipio Zuckerkandl no lo enten-
diera así. Nada más incorporar-
se al Caltech, Pauling sugiere 
olvidar el proyecto sobre he-
mocianina y en su lugar estu-
diar la evolución de la hemo-
globina en primates. Al princi-
pio, tal sugerencia decepciona 
profundamente a Zuckerkandl, 
aunque a la larga reconocería 
que la propuesta de Pauling 
fue oportuna y acertada. Tan 
acertada, que a la postre con-
tribuiría al desarrollo de una 
nueva disciplina como es la 
Evolución Molecular. En este 
sentido fueron decisivos los 
primeros años de la década de 
los 60, durante los cuales se 
desarrollaron y publicaron al-
gunas ideas claves en el ámbito 
de esta disciplina. Me centraré, 
pues, en narrar los aconteci-
mientos acaecidos en ese pe-
riodo. 

Cuando Zuckerkandl se in-
corpora al Caltech para trabajar 
sobre la evolución de la hemo-
globina bajo la supervisión de 
Pauling, este último, a pesar de 
ser ya un laureado Nobel, no 
contaba con laboratorio propio 
en el centro, por lo que Pauling 
le pide a Walter Schroeder que 
acoja en su laboratorio a Émile 
Zuckerkandl y a Richard T. Jo-
nes, a la sazón un joven docto-
rando de Pauling. A principio 
de los años 60 se desconocía la 
estructura primaria de las ca-
denas de la hemoglobina, así, 
pues, para comparar la hemo-
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globina en distin-
tas especies de 
animales (proteí-
nas or tólogas) , 
Émile y Jones se 
dedicaron a estu-

diar el patrón de péptidos de 
digestión resuelto en dos di-
mensiones por combinación de 
electroforesis en papel y cro-
matografía. Podría decirse que 
la comparación de estos patro-
nes de fragmentos trípticos fue 
el antecesor de los actuales 
alineamientos múltiples de se-
cuencias aminoacídicas (Figura 
1). Los resultados de estos la-

boriosos estudios dieron lugar 
al primer artículo surgido de 
esta colaboración, publicado 
en 1960 y que iría preparando 
el terreno para las ideas revolu-
cionarias que llegarían poco 
después.  

Por aquellos días unos po-
cos laboratorios andaban tra-
tando de obtener la secuencia 
de aminoácidos de la cadenas 
de hemoglobina, entre ellos el 
propio laboratorio de Schroe-
der en Caltech y el laboratorio 
de Gerhard Braunitzer, un bio-
químico alemán pionero en la 
secuenciación de proteínas.  

Por mediación de 
Max Delbrück que 
volvía a Caltech 
t ras v is i t ar e n 
Alemania el labo-
ratorio de Brau-
n i t ze r, Zu c k e r-
kandl tiene cono-
cimiento de la 
secuencia de un 
fragmento de 30 
residuos de la ca-
dena beta de la 
h e m o g l o b i n a 
h u m a n a , q u e 
puede comparar 
con resultados 
preliminares so-
bre la secuencia 
de la cadena alfa, 
generados en su 
laboratorio adop-
tivo. De esta for-
ma, Émile llega a 
la conclusión de 
que ambas cade-
nas muy posible-
mente descien-
den de un único 
gen duplicado en 
algún ancestro 
humano. Émile le 
expone sus ideas 
a Schroeder quien 
contesta con un 
“Ja, ja, evolución, 
la vaca sagrada 
del s ig lo”. S ea 
como fuere, Sch-
r o e d e r r e h u s a 
publicar un artícu-

lo en colaboración, posible-
mente porque la idea de “an-
cestro común” violentaba sus 
creencias religiosas (Figura 2). 
Zuckerkandl tendría que espe-
rar a mejor ocasión para com-
partir con el mundo sus provo-
cativas ideas, y la ocasión se 
presentaría pronto, de la mano 
de su mentor Linus Pauling, 
quien invitaría a Émile a escribir 
un artículo para un volumen 
con el que se quería honrar a 
Albert Szent-Györgyi. El artícu-
lo se publicaría sin la “censura” 
de revisores y con el salvocon-
ducto de la reputación de Pau-
ling, por lo que era una buena 
ocasión para lanzar las ideas 
que Émile Zuckerkandl había 
ido gestando sobre la evolu-
ción de las proteínas, escanda-
lizaran a quien escandalizaran. 
De esta forma, en 1962 aparece 
publicado un artículo, que ya 
forma parte de la historia de la 
biología, titulado algo así como 
“Enfermedad molecular, evolu-
ción y heterogeneidad genéti-
ca” donde, sin darle aún tal 
nombre, aparecen las ideas 
s u b y a c e n t e s a l “ r e l o j 
molecular”. En este artículo se 
apuntaba que la cantidad de 
diferencias en los aminoácidos 
de la hemoglobina entre distin-
tas especies era congruente 
con la tasa evolutiva de los dis-
tintos linajes según la evidencia 
fósil. En los años posteriores 
aparecerán una serie de traba-
jos publicados en los que “el 
reloj” se va re�nando, y en 1965 
se habla ya explícitamente de 
“reloj molecular”.  

Más allá de la idea de un 
marcapaso molecular para la 
evolución, los trabajos publica-
dos en esta época ponen en 
juego una serie de conceptos 
importantes para la disciplina 
naciente. Por citar algún ejem-
plo diré que Zuckerkandl espe-
culó sobre la existencia de 
pseudogenes (llamados por él 
“genes durmientes”) antes de 
que fueran posteriormente 
descubiertos en los años 70. 
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Figura 1: En la parte superior se han 
reproducido los patrones de 
fragmentos trípticos de hemoglobin  
de 5 especies de primates (de arrib   
bajo, macaco, orangután, gorila, 
chimpancé y humano) según el tra  
de Zuckerkandl, Jones y Pauling en 
1960 (Proc. Natl. Acad. USA. 46: 
1349-1360), y se comparan con el 
alineamiento múltiple de las 
secuencias, hoy día conocidas, de  
correspondientes cadenas beta.   
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También, merece recibir mérito, 
junto con  Verno Imgram, por la 
normalización del uso de con-
ceptos como el de genes o pro-
teínas homólogos (llamados 
parálogos cuando se dan den-
tro de una misma especie y or-
tólogos entre especies).  

También en esta dorada 
época, Pauling y Zuckerkandl 
llevan a la arena pública la dis-
cusión sobre la posibilidad de 
inferir las secuencias de proteí-
nas ancestrales, a partir del 
análisis de secuencias ortólo-
gas de especies existentes. Me-
dio siglo más tarde, estas ideas 
pioneras han dado lugar a una 
metodología que permite la 
resurrección de proteínas per-
tenecientes a organismos ex-
tinguidos hace cientos de mi-
llones de años.  Un ejemplo 
llamativo, lo constituye el estu-
dio que llevaron a cabo biólo-
gos de la Universidad de Yale, 
en el que se caracterizó funcio-
nalmente la proteína rodopsina 
correspondiente a un antepa-
sado de los dinosaurios que 
vivió hace 240 millones de 
años.  

Embebidas en las membra-
nas de los bastones de la retina 
se encuentra la rodopsina, una 
proteína transmembranal que 
tiene unido un cromóforo, ca-
paz de absorber luz visible. 

Cuando esto ocurre el cromófo-
ro sufre un cambio  de confor-
mación que activa a la rodop-
sina desencadenando una cas-
cada de señalización, que �-
nalmente conduce la señal lu-
minosa hasta el cerebro. Los 
investigadores de Yale fueron 

capaces de expresar en células 
en cultivo la matusalénica pro-
teína, a partir de la secuencia 
inferida tras la comparación de 
secuencias actuales de aves, 
reptiles y otros vertebrados. El 
estudio de esta proteína re-
combinante, que resultó fun-
cional, permitió concluir que 
estos antecesores de los dino-
saurios, posiblemente tuvieran 
una visión nocturna mejor que 
la de muchos vertebrados ac-
tuales, ya que la rodopsina an-
cestral era activada por luz visi-
ble sesgada hacia el rojo (508 
nm), en comparación con la 
rodopsina de los vertebrados 
actuales (498 nm). Sea como 
fuere, resulta emocionante te-
ner la posibilidad de resucitar y 
estudiar proteínas pertenecien-
tes a organismos que dejaron 
de vivir hace cientos de millo-
nes de años.  

Hace mucho menos tiempo, 
a mediados de los sesenta, 
Zuckerkandl retorna a Francia 
(Montpellier) para asumir la 
dirección cientí�ca de un nue-

vo centro dedicado 
a la investigación 
de macromoléculas 
biológicas, al frente 
del cual permane-
cería durante una 
década, más dedicado a las ta-
reas administrativas que a las 
cientí�cas, cosa de la que él en 
alguna ocasión se lamentó. Por 
ejemplo,  en una carta dirigida 
a Pauling en 1971, escribía “No 
fui capaz de prever los tan par-
ticulares obstáculos que en-
contraría en mi camino. La bu-
rocracia consume mi tiempo”. 
También, por estos años, en 
cierta ocasión fue preguntado 
cómo Pauling podía compatibi-
lizar su actividad cientí�ca con 
su activismo social, y la irónica 
respuesta de Émile fue que, eso 
sólo es posible porque Pauling 
no pertenece a un departa-
mento de investigación en 
Francia. Otro de los honores 
con que cuenta en su haber 
Zuckerkandl, es el de haber 
sido el primer editor jefe de la 
primera revista de la nueva dis-
ciplina Evolución Molecular. 
Efectivamente, en 1970, cons-
tatando el auge de esta disci-
plina emergente, y barruntan-
do los futuros éxitos y el pro-
greso de la misma, Konrad 
Springer decide fundar una 
revista, Journal of Molecular 
Evolution. Aunque Springer 
barajó inicialmente el nombre 
de Tom Jukes como editor jefe, 
hubo quien desaconsejó nom-
brar a Jukes como editor, por lo 
que Springer optó por ofrecerle 
la responsabilidad a Émile Zuc-
kerkandl, quien permanecería 
al frente de la revista hasta �na-
les de los 90. Mucho antes, ha-
cia �nales de los 70, Zucker-
kandl vuelve a los Estados Uni-
dos, al Instituto Linus Pauling, 
donde trabaja sobre  la vitami-
na C y ayuda a su maestro en 
las tareas administrativas. En 
1992 fue nombrado director 
del Instituto de Medicina Mole-
cular, el nuevo nombre con el 
que fue rebautizado el viejo 
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Figura 2: El método científico versus el método religioso. Estas viñetas ilustran el 
abismo que separa al creacionismo de la ciencia. El dibujo es original de Pablo 
Aledo Esteban.  



                                                                                          

Instituto Linus Pau-
ling. En estos años 
no todo fue de co-
lor de rosa, ya que 
el instituto pasaba 

por series di�cultades econó-
micas. Además, había otras 
fuentes de preocupación y sin-
sabores. Así, por ejemplo, en 
1991 Émile escribía, re�riéndo-
se a los creacionistas en los 

EEUU, “dado que ellos amena-
zan seriamente la educación y 
la cultura de este país, merecen 
una respuesta”. Efectivamente, 
Zuckerkandl dedicaría buena 
parte de sus energías a replicar 
a los creacionistas. Sin embar-
go, la salud de nuestro hombre 
se iría deteriorando paulatina-
mente a medida que pasaban 
los años, hasta que �nalmente 

el 9 de Noviembre de 2013 en 
Palo Alto, California, falleció 
víctima de un tumor cerebral, 
aunque más preciso hubiera 
sido decir víctima de sus mu-
chos años.  !!!! !!!!!!!
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Notas: 
1.La hemocianina es una proteína presente en la sangre de algunos invertebrados y que transporta oxígeno. Su 
función es, pues, equivalente a la de la hemoglobina. Sin embargo, en lugar de hierro presenta dos átomos de co-
bre en su centro activo, lo que le con�ere el color azul (cian) que da lugar a su nombre. 
2.Las proteínas que en distintas especies provienen de una proteína ancestral que poseía un antecesor común a 
ambas especies, se denominan ortólogas. 
3. Famoso físico reconvertido a biólogo y galardonado con el premio Nobel por su trabajo con fagos. Actor y es-
pectador (como se aprecia en este caso) de primera �la del �orecimiento de la Biología Molecular.  
4. El término actual para referirnos a este concepto es el de genes parálogos. Dos genes presentes en una especie 
que proceden de un gen ancestral común.  
5. Journal of the History of Biology (1998) 31: 155-178. 
6. Descubridor de la vitamina C.  
7. E. Zuckerkandl & L.B. Pauling (1962) Molecular disease, evolution, and genetic heterogeneity. In Horizons in Bio-
chemistry, pp. 189-225. 
8. Quien fuera otro de los pioneros de la Evolución Molecular, y de quien quizás en alguna ocasión futura escriba-
mos, ya que además de pionero fue todo un carácter, conservador y poco dado a hacer amigos. !

Juan Carlos Aledo caledo@uma.es  
Profesor Titular de Bioquímica y Biología Molecular

Figura 3: El rostro de algunos de los protagonistas 
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Vida artificial: en la encrucijada

José David Fernández Rodríguez
Investigador post-doctoral contratado en un proyecto de investigación de excelencia de la Junta de 
Andalucía (P09-TIC-5123). Departamento de Lenguajes y Ciencias de la Computación, Universidad de 

Málaga
josedavid@geb.uma.es 

En las últimas décadas, la línea divisoria en-
tre la Biología y las Ciencias de la Computación 
se ha ido difuminando paulatinamente. Por un 
lado, una gran cantidad de métodos computa-
cionales (colectivamente conocidos como mé-
todos bioinspirados) han surgido de una amplia 
variedad de sistemas o procesos biológicos, 
como los algoritmos evolutivos, las redes neu-
ronales arti�ciales o la computación basada en 
membranas. Por otro lado, el avance cientí�co 
en la inmensa mayoría de las disciplinas de la 
Biología ha abocado a los investigadores a de-
pender completamente de sistemas informáti-
cos y métodos computacionales para el proce-
sado, análisis y síntesis de la información, como 
es el caso de la Genómica, la Proteómica y otras 
disciplinas biológicas auxiliadas por las herra-
mientas de la Bioinformática.

Mención aparte merece la Biología Compu-
tacional, que a grandes rasgos consiste en el 
desarrollo de técnicas computacionales para la 
simulación y el análisis de sistemas o procesos 
biológicos a múltiples niveles. A las conocidas 
técnicas experimentales comúnmente llamadas 
in vivo (con el organismo vivo) e in vitro (con 
células o tejidos cultivados en material de labo-
ratorio), la Biología Computacional añade una 
tercera: in silico, o experimentación mediante 
simulación informática. Pertenecen a la Biología 
Computacional disciplinas tan dispares como la 
Neurociencia Computacional, la Biología de 
Sistemas o la Proteómica (en lo que se re�ere a 
la predicción del plegado y la función de las 
proteínas).

Es en este contexto en el que podemos in-
troducir la Vida Arti�cial como una disciplina 
que intenta entender los fenómenos asociados 
a la vida a través de modelos computacionales. 
Como puede deducirse de esta de�nición, la 
frontera entre Biología Computacional y Vida 
Arti�cial es muy permeable, y es difícil decidir 
dónde acaba una y empieza la otra. Por ello, 
debemos de aclarar dicha de�nición para evitar 
confusiones en la medida de lo posible. A dife-
rencia de la Biología Computacional, la Vida 
Arti�cial no busca (en términos generales) 
comprender o modelar un sistemas o procesos 
biológicos concretos, sino más bien ganar un 
conocimiento más profundo de cómo funciona 
la vida y los procesos biológicos, estudiando 

modelos computacionales más o menos abs-
tractos que reúnen algunas de las característi-
cas de la vida, sin modelar exactamente un sis-
tema o proceso biológico. En palabras de Chris-
topher Langton, el hombre que acuñó el térmi-
no “Vida Arti�cial”, mientras que la Biología es-
tudia la vida tal como es, la Vida Arti�cial estu-
dia la vida tal como podría ser (1).

Uno de los temas recurrentes dentro de la 
Vida Arti�cial es el estudio de cómo un sistema 
con reglas muy sencillas puede dar lugar a un 
proceso o comportamiento muy complicado. 
Ésta es una de las razones por la cual es común 
usar herramientas como autómatas celulares, 
redes booleanas, redes neuronales, simuladores 
de física o paradigmas eco-evolutivos. En este 
sentido, la Vida Arti�cial solapa en cierto grado 
con el estudio de los Sistemas Complejos.

Veamos como primer ejemplo lo que (re-
trospectivamente) puede considerarse como 
una de las instancias más tempranas de Vida 
Arti�cial: la máquina de von Neumann. Aunque 
actualmente nos pueda parecer raro, a princi-
pios del siglo XX a nadie se le ocurría que un 
automatismo pudiera reproducirse. El acto de 
auto-replicación parecía algo tan complicado 
que se suponía que en la práctica solamente 
podía ser llevado a cabo por seres vivos. Sin 
embargo, el polifacético cientí�co John von 
Neumann estaba convencido de lo contrario, y 
para probarlo diseñó en los años 40 y 50 del 
pasado siglo (aunque su trabajo vio la luz años 
después de su muerte, en 1966) un formalismo 
matemático (basado en el concepto de autóma-
ta celular), un modelo abstracto de máquina 
que, siguiendo una lista de instrucciones codi�-
cada en una cinta, era capaz de reproducirse a sí 
misma y a la propia cinta.

Aunque hoy en día no resulte tan impresio-
nante, dentro de su contexto histórico la má-
quina de von Neumann representa un estudio 
de Vida Arti�cial en toda regla: usando un for-
malismo matemático, de�ne un sistema que, sin 
imitar �elmente a la Biología (al menos según el 
estado del conocimiento durante la vida de von 
Neumann), reproduce una propiedad o caracte-
rística de los seres vivos, en este caso, la capaci-
dad de reproducción. El valor de la máquina de 
von Neumann reside en su carácter pionero: 
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resulta extremadamente interesante que, aun-
que en su momento se desconocía la forma en 
que las células eran capaces de reproducirse, 
von Neumann ideó un sistema arti�cial que se 
parece en lo esencial al esquema reproductivo 
biológico: la cinta de instrucciones puede asimi-
larse por analogía a una hebra de ADN, y la má-
quina de von Neumann puede interpretarse 
como el aparataje celular que sigue las instruc-
ciones del ADN para replicar el ADN y a sí mis-
mo. Se puede decir que captura una de las pro-
piedades fundamentales de la vida (la función 
de reproducción) en un sistema que, precisa-
mente por su simpli�cación y su alejamiento de 
lo que normalmente entendemos como ser vivo, 
nos ayuda a re�exionar sobre dicha propiedad.

Otros ejemplos tempranos de Vida Arti�cial 
son el autómata celular que Francisco Varela usó 
en 1974 para ilustrar el concepto de autopoiesis 
o el famoso modelo Daisyworld que James Lo-
velock presentó en 1983 como un ejemplo muy 
simpli�cado de cómo podrían funcionar los me-
canismos ecológicos auto-reguladores de la hi-
pótesis Gaia, y que ha dado lugar a una rica lite-
ratura que explora dicho modelo y muchas de 
sus variantes. Sin embargo, mucho más notable 
es el caso de Tierra, una simulación desarrollada 
en 1991 por el biólogo Thomas Ray, en la que un 

ordenador simulado ejecuta una serie de pro-
gramas informáticos que se replican, están suje-
tos a mutaciones y compiten entre sí por los re-
cursos del ordenador. El resultado es un proceso 
evolutivo totalmente controlable y fácilmente 
analizable. El propio Ray despertó cierta polémi-
ca al a�rmar que los programas informáticos que 
evolucionaban en su simulación no imitaban 
procesos biológicos, sino que directamente po-
dían considerarse como seres vivos a todos los 
efectos.

Tierra despertó gran interés tanto dentro co-
mo fuera de la comunidad de Vida Arti�cial, has-
ta el punto de que un sistema derivado, llamado 
Avida, ha sido usado para realizar gran cantidad 
de experimentos sobre una amplia variedad de 
cuestiones relativas a la teoría evolutiva, llaman-
do incluso la atención del prestigioso biólogo 
Richard Lenski (famoso por su experimento so-
bre la evolución a largo plazo con E. coli), y lo-
grando la publicación de algunos de estos expe-
rimentos en la revista Nature. En este sentido, 
Tierra y sus derivados pueden considerarse una 
de las ramas más exitosas de la Vida Arti�cial. Las 
ventajas de usar organismos digitales en lugar 
de organismos reales para plantear experimen-
tos evolutivos son la rapidez de las simulaciones 
informáticas y la posibilidad de llevar un registro 
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Figura 1: Autómatas de Von Neumann en proceso de auto-replicación. Un 
autómata (abajo) ha interpretado su cinta de instrucciones para construir 

un segundo autómata y una segunda cinta (medio). Dicho autómata 
sigue a su vez su cinta de instrucciones para generar un tercer autómata 

(arriba). Fuente: Wikipedia 
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Nobili_Pesavento_2reps.png  
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exacto del proceso evolutivo hasta en sus más 
mínimos detalles, respecto a los inconvenientes 
de interpretar los datos de costosos estudios de 
campo, largos experimentos o estudios paleon-
tológicos que en el mejor de los casos serán  
incompletos e intermitentes.

Otra de las ramas de la Vida Arti�cial es el 
estudio de las Químicas Arti�ciales, que plan-
tean una aproximación radical: si un ser vivo es 
el resultado de la interacción de sus componen-
tes moleculares inanimados, es posible estudiar 
propiedades y procesos relacionados con la 
vida construyendo formalismos que imitan los 
procesos químicos de distintas maneras. Estos 
formalismos van desde imitaciones muy apro-
ximadas de procesos bioquímicos, como es el 
caso de las pseudo-células auto-replicantes de 
Tim Hutton, a sistemas más abstractos en los 
que las especies reactivas son expresiones ma-
temáticas, cadenas de caracteres, grafos abs-
tractos o autómatas celulares, y el objetivo es la 
comprensión de cómo surgen, evolucionan y 
funcionan las redes metabólicas y algunas pro-
piedades biológicas como la homeostasis o la 
auto-replicación. Al estudiar estas cuestiones en 
sustratos radicalmente distintos a los de la Bio-
química convencional, se pueden considerar a 
las Químicas Arti�ciales como una de las formas 
más �eles del estudio de la vida “tal como po-
dría ser”.

Sin embargo, la vertiente más conocida (y 
hasta podríamos decir que tradicional) de la 
Vida Arti�cial la podemos encontrar en las simu-
laciones más o menos so�sticadas de agentes 
arti�ciales imitando organismos o procesos 

biológicos de una forma menos abs-
tracta y más explícita que en los ejem-
plos presentados anteriormente. Existe 
una tremenda variedad de estas simu-
laciones, hasta tal punto de que el úni-
co nexo de unión más o menos genera-
lizado es el uso de procesos evolutivos. 
En general, las simulaciones pueden 
centrarse en el estudio de organismos 
individuales, en cuyo caso se pueden 
usar modelos físicos más o menos rea-
listas, como las criaturas virtuales capa-
ces de comportamientos locomotores 
que Karl Sims presentó en 1996, o las 
que se centran en estudiar la fenome-
nología a escala poblacional o ecológi-
ca, como el estudio de dinámicas evo-
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Figura 2: Visualización de una simulación de organismos 
digitales en Tierra, de Thomas Ray. Los organismos son 

programas informáticos que compiten por los recursos de un 
ordenador simulado. Fuente: Marc Cyrus

http://life.ou.edu/tierra/ 

Figura 3: Auto-replicación de una estructura 
pseudo-celular en una química artificial. 

Fuente: Tim Hutton 
http://www.sq3.org.uk/ 
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Figura 4: Criaturas artificiales de Karl Sims. Múltiples 
morfologías y esquemas de locomoción han evolucionado 
para moverse en una simulación físicamente realista de un 

medio acuático. Fuente: Karl Sims
http://www.karlsims.com/evolved-virtual-creatures.html  
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lutivas en ecosistemas de plantas virtuales que 
presenté en 2012. Actualmente, las líneas de 
investigación más destacadas con estos tipos 
de simulaciones son el estudio de cómo se de-
sarrollan los organismos multicelulares (englo-
bado dentro de la Embriología Arti�cial), espe-
cialmente en lo que se re�ere a la interacción 
entre el organismo en desarrollo y la informa-
ción genética que dirige y modula dicho desa-
rrollo, así como el estudio de cómo surge la 
complejidad en la morfología y el comporta-
miento de dichos organismos.

En de�nitiva, la Vida Arti�cial puede consi-
derarse como una arriesgada pero estimulante 
apuesta para re�exionar sobre algunos de los 
interrogantes y cuestiones abiertas de la Biolo-
gía desde un punto de visto no convencional, 
que nos ayuda a tomar perspectiva a la hora de 
abordar dichas cuestiones.
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Figura 5: Simulación de dinámicas evolutivas en un ecosistema 
bidimensional de plantas virtuales. Fuente: José David Fernández Rodríguez 

http://geb.uma.es/people/jose-david-fernandez-rodriguez 
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Figura 6: Simulación de organismos bidimensionales que evolucionan para seguir un camino. No 
hay mecanismos de control explícito, sino que distintos comportamientos surgen de la interacción 
entre elementos sensoriales y motores en una simulación física simplificada. La  morfología de los 

organismos se configura mediante un proceso de desarrollo artificial. Fuente: Daniel Lobo  
http://geb.uma.es/living-matter/behavior-finding 



Primavera 2014

Vol.7 | Nº   147

35

El Álbum de Ramón Margalef
La revista "Encuentros en la Biología" completa su recuerdo-homenaje a Margalef con 
motivo del décimo aniversario de su fallecimiento con una galería de fotografías de 
Margalef en familia, Margalef como docente e investigador y de recuerdos y homena-
jes póstumos. Se completa este álbum con varias tablas con datos biográficos y cien-
tíficos del autor, reproducidas de la excelente biografía que Francesc Peters publicó 
en el Limnology and Ocanography Bulletin (editado pro la American Society of Limnology 
and Oceanography) en 2010.

RAMÓN MARGALEF Y FAMILIA 

Figura 1: Ramón Margalef y su hermana Vicenta 
hacia1924. Cortesía de la familia Margalef 
(reproducido de F. Peters. Limnology and 
Oceanography Bulletin 19(1): 2-15, 2010) 
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Figura 2: Ramón Margalef y María Mir, su esposa, el 6 de 
abril de 1952. Cortesía de la familia Margalef 

(reproducido de F. Peters. Limnology and Oceanography 
Bulletin 19(1): 2-15, 2010) 

Figura 3: Ramón Margalef y sus  hijos Bartomeu, Nuria, Neus y 
Ramón hacia1962. Cortesía de la familia Margalef 

(reproducido de F. Peters. Limnology and Oceanography 
Bulletin 19(1): 2-15, 2010) 
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RAMÓN MARGALEF, CIENTÍFICO Y DOCENTE 

Figura 5: Ramón Margalef dando clases de prácticas (reproducido de F. 
Peters. Limnology and Oceanography Bulletin 19(1): 2-15, 2010) 

Figura 4: Una de las últimas fotografías de Ramón Margalef, 
tomada en el jardín de su casa en Aiguafreda en 2004. 

Cortesía de la familia Margalef (reproducido de F. Peters. 
Limnology and Oceanography Bulletin 19(1): 2-15, 2010) 
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Figura 6: Con componentes de su equipo de trabajo a bordo 
del Cornide de Saavedra durante la travesía Atlor II por el 

África noroccidental, en marzo de 1973. De izquierda a 
derecha: Ferrán Vallespinós, Dolors Blasco, Guillem Mateu, 

Miquel Alcaraz, Santi Fraga, Josefina Castellví y Ramón 
Margalef (reproducido de F. Peters. Limnology and 

Oceanography Bulletin 19(1): 2-15, 2010) 
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EN RECUERDO DE MARGALEF 

Figura 7: Placa municipal en recuerdo de Ramón Margalef 
colocada en enero  de 2008 en la fachada de la que fue su 

casa en Ronda del Guinardó 31 (Barcelona).  

Figura 8: Logotipo del Premio Ramón Margalef de Ecología de 2012 

Figura 9: Cartel de los actos de homenaje a Ramón 
Margalef por las Universidades de Barcelona y 

Girona en el décimo aniversario de su fallecimiento. 
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Figura 10: Ramón Margalef durante el 
acto de su investidura como Doctor 
Honoris Causa por la Universidad de 

Alicante en 1999.  
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